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Аннотация
Актуальность. Исследования на модельных системах подтвердили эффективность антисмысловых оли-
гонуклеотидов, в том числе содержащих фотоактивируемые группы, для модификации нуклеиновых кис-
лот (НК), однако эта стратегия пока не нашла широкого применения из-за отсутствия успешных методов 
доставки в клетки. Создание эффективных препаратов, способных воздействовать на НК-мишени в клет-
ках, является актуальной задачей.
Цель работы — создание нанокомпозитов, состоящих из наночастиц TiO2, олигонуклеотидов и фотоакти-
вируемых групп, и исследование их воздействия на НК-мишени на примере ингибирования репликации 
вируса гриппа А в клеточной системе.
Материалы и методы. В работе использовали вирус гриппа A/Aichi/2/68 (A/H3N2), N-сукцинимидный 
эфир п-азидотетрафторбензойной кислоты, TiO2-наночастицы (анатаз) и олигодезоксирибонуклеотиды. 
Противовирусную активность созданных нанокомпозитов исследовали на клетках MDCK, заражённых ви-
русом A/H3N2.
Результаты и обсуждение. Созданы уникальные нанокомпозиты, состоящие из трех функциональных 
компонентов: наночастиц TiO2, олигонуклеотидов и фотоактивируемой тетрафторарилазидогруппы, обе-
спечивающих, соответственно, проникновение в клетки, селективное взаимодействие с НК-мишенями и 
фотомодификацию этих мишеней. Продемонстрирован значительный противовирусный сайт-специфиче-
ский эффект предложенных нанокомпозитов в отношении вируса гриппа А в клеточной системе, который 
превышает эффект аналогичных препаратов, не содержащих фотоактивируемую группировку. 
Заключение. Продемонстрирована биологическая активность созданных нанокомпозитов на примере вы-
сокоэффективного подавления репликации вируса гриппа А в клеточной системе. Полученные результаты 
указывают на перспективность использования предложенных препаратов для воздействия на НК-мишени 
внутри клеток. 

Ключевые слова: TiO2-наночастицы, нанокомпозиты, олигонуклеотиды, фотоактивируемые группы, 
противовирусная активность
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Abstract
Relevance. Studies on model systems have confirmed the effectiveness of antisense oligonucleotides, including 
those that contain photoactive groups, for the modification of nucleic acids. However, this strategy has not yet 
found wide application due to the lack of successful methods for the cellular delivery. The development of effective 
preparations capable of acting on target nucleic acids in cells is an urgent task.
The objective of the work is to create nanocomposites consisting of TiO2 nanoparticles, antisense oligonucleotides, 
and photoactive groups and to study their effect on target nucleic acids by the example of inhibition of influenza 
A virus replication in the cellular system.
Materials and methods. Influenza virus A/Aichi/2/68 (A/H3N2), N-succinimide ether of p-azidotetrafluorobenzoic 
acid, TiO2 nanoparticles, and oligodeoxyribonucleotides have been used in the work. The antiviral activity of the 
proposed nanocomposites has been studied on the MDCK cells infected with the A/H3N2 virus.
Results and discussion. Unique nanocomposites have been created, which consist of three functional components, 
i.e., titanium dioxide nanoparticles, antisense oligonucleotides, and the photoactive tetrafluoroarylazide group, 
respectively, providing penetration into cells, selective interaction with target nucleic acids, and photomodification 
of the targets. A significant antiviral site-specific action of the nanocomposites has been demonstrated against 
the influenza A virus in the cellular system, which exceeds the effect of the analogous samples that contain no 
photoactive groups. 
Conclusion. The biological activity of the created nanocomposites has been demonstrated by the example 
of highly effective suppression of influenza A virus replication in the cellular system. The results indicate the 
prospects of using the proposed drugs to affect target nucleic acids inside cells.
Keywords: TiO2 nanoparticles, nanocomposites, oligonucleotides, photoactive groups, antiviral activity
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фрагмент и блокирует функцию НК. В последние 
годы эта стратегия, так называемый антисмысловой 
подход, получила широкое признание.

Для воздействия на НК широко используют-
ся производные ON, содержащие различные фо-
тоактивируемые группы. Эти группы стабильны 
в физиологических условиях и инертны в темноте 
и реагируют только при облучении, поэтому мож-
но инициировать реакцию в любой момент и легко 
контролировать процесс модификации. Ароматиче-
ские азиды представляют особый интерес, посколь-
ку они обладают высоким квантовым выходом, т.е. 

Введение
Реакционноспособные производные оли-

гонуклеотидов (ON) широко используются для 
сайт-специфической модификации нуклеиновых 
кислот (НК). Этот подход, впервые предложенный 
Н.И. Гриневой и соавт. [1], основан на сохранении 
способности ON, несущих химически активные 
группы, образовывать комплементарные комплексы 
с НК-мишенью, что обеспечивает её направленную 
модификацию. ON играет роль адреса, обеспечива-
ющего комплементарное связывание с фрагментом 
целевой НК. Реактивная группа модифицирует этот 
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не требуют высокой интенсивности и длительного 
времени экспозиции для активации. Ранее показа-
но, что производные ON, несущие перфторарила-
зидную группу, оказались высокоэффективными 
реагентами для модификации НК [2, 3]. 

Исследования на различных модельных систе-
мах подтвердили эффективность ON для модифика-
ции НК, однако эта стратегия пока не нашла широ-
кого применения. Основным препятствием являет-
ся отсутствие эффективных методов доставки ON 
и их реакционноспособных производных в клетки. 
Для этой цели часто используются неорганические 
наночастицы различной природы [4, 5]. Известно, 
что наночастицы оксида титана (TiO2) проникают в 
клетки [6]. В наших предыдущих работах показа-
но, что ON-содержащие нанокомпозиты на основе 
наночастиц TiO2 способны проникать через клеточ-
ную мембрану [7, 8]. В работах [9–11] продемон-
стрирован противовирусный эффект нанокомпози-
тов на основе наночастиц TiO2, несущих нативные 
олигодезоксирибонуклеотиды, в отношении вируса 
гриппа А.

Целью данной работы было создание нано-
композитов, состоящих из наночастиц TiO2 и ON с 
фотоактивируемыми группами, и исследование их 
воздействия на НК-мишени на примере ингибиро-
вания репликации вируса гриппа А в клеточной си-
стеме.

Материалы и методы
В работе использовали клетки MDCK, вирус 

гриппа A/Aichi/2/68 (A/H3N2) (ГНЦ ВБ «Вектор»); 
ON, синтезированные на ДНК-синтезаторе «ASM-
800» («Biosset»). N-сукцинимидный эфир п-азидо-
тетрафторбензойной кислоты (ArN3-SuIm) получен 
по методу [12].

Наночастицы TiO2 в кристаллической форме 
анатаза получали гидролизом изопропоксида тита-
на Ti(O-iPr)4 [7, 8].

Нанокомпозиты первого типа TiO2/PL–ON с 
ковалентной связью между ON и полилизином (PL) 
получали с практически количественным выходом 
[8] при смешивании заранее полученного конъюга-
та PL–ON с наночастицами анатаза. Нанокомпози-
ты второго типа TiO2/PL▪ON с ионной связью между 
ON и PL получали при смешивании ON с TiO2-нано-
частицами с заранее иммобилизованным PL с ёмко-
стью по аминогруппам PL 1 мкмоль/мг [8]. Выход 
при получении обоих типов нанокомпозитов был 
практически количественный; ёмкость по ON —  
20 нмоль/мг.

Все манипуляции с наночастицами и наноком-
позитами проводили после обработки ультразвуком 
в течение 30 с в ультразвуковой ванне («Сапфир»). 
Характеристика нанокомпозитов проведена с ис-
пользованием физико-химических методов (просве-
чивающая электронная микроскопия высокого раз-

решения, сканирующая электронная микроскопия, 
малоугловое рентгеновское рассеяние) и описана 
ранее [7, 8]. Показано, что размер нанокомпозитов 
был больше на ~1 нм размера исходных наночастиц 
(~5 нм), что указывало на образование комплексов 
между фрагментами ДНК и наночастицами. Соот-
ношение фосфата и титана (P/Ti) в нанокомпозитах 
показало хорошую корреляцию между расчётны-
ми и экспериментальными данными. Используя 
радиоактивно и флуоресцентно меченные ON, мы 
подтвердили их прикрепление к наночастицам и 
показали, что ON в обоих типах нанокомпозитов 
сохранили свою способность образовывать компле-
ментарные комплексы и могут проникать в эукарио-
тические клетки [7, 8, 11].

Введение фотоактивируемой арилазидной 
группы в ON проводили по методу [2] при обра-
ботке ON, содержащего концевую аминогруппу, 
с помощью ArN3-SuIm и получали ON*, содержа-
щий арилазидную группу, который использова-
ли для получения нанокомпозитов TiO2/PL▪ON*. 
Нанокомпозиты TiO2/PL*–ON получали при об-
работке нанокомпозитов TiO2/PL–ON с помощью  
ArN3-SuIm [13].

Противовирусную активность созданных на-
нокомпозитов исследовали на клетках MDCK, зара-
жённых вирусом A/H3N2 [13]. Заражённые вирусом 
клетки MDCK, не обработанные нанокомпозитами, 
использовали в качестве контроля.

УФ-облучение зараженных клеток MDCK про-
водили в процессе инкубации с нанокомпозитами 
лампой «PL-S 9W/10» (350–400 нм, 10 мВ/см2, дис-
танция 1 см; «Philips»).

Результаты и обсуждение
Для создания нанокомпозитов использовали 

две стратегии [8]. Первый метод (1) состоит в элек-
тростатическом связывании ON с предварительно 
подготовленными наночастицами, покрытыми PL 
(TiO2/PL). Второй метод (2) состоит в иммобилиза-
ции PL-содержащих олигодезоксирибонуклеотидов 
(PL–ON) на TiO2-наночастицах. 
 TiO2/PL + ON → TiO2/PL▪ON; (1)
 TiO2 + PL–ON → TiO2/PL–ON. (2)

Для получения фотоактивируемых наноком-
позитов в первом случае на наночастицах TiO2/PL 
иммобилизовали ON с предварительно введённой 
фотоактивируемой арилазидной группой [2] и по-
лучали нанокомпозиты TiO2/PL▪ON*. Во втором 
случае перфторарилазидную группу присоединяли 
к аминогруппам PL в сформированном нанокомпо-
зите и получали TiO2/PL*–ON. Таким образом, по-
лучены два типа нанокомпозитов: с ионной (▪) или 
ковалентной (–) связью между ON и PL, причём фо-
тоактивируемая группа введена либо в ON в первом 
случае, либо в остаток PL во втором случае. 
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В качестве ON в нанокомпозитах исполь-
зовали 21-мерный олигодезоксирибонуклеотид 
5’-GCAAAAGCAGGGTAGATAATCp (ODN), ком-
плементарный 3’-концевой области (–)РНК 5-го 
сегмента вируса гриппа А, кодирующего белок NP, 
и 5’-GATCAACTCCATATGCCATGTp (SCR) со слу-
чайной последовательностью в качестве контроля.

В исследованиях противовирусной активности 
на клетках MDCK, заражённых вирусом A/H3N2, 
использовали нанокомпозиты в нетоксичной для 
клеток концентрации 100 мкг/мл. Ингибирование 
вируса в клетках MDCK выражали в виде логариф-
ма индекса подавления продукции (ИПП) вируса. 
Значение log ИПП равняется разности логарифмов 
титра вируса в клетках в отсутствие (контроль) и 
в присутствии образцов. Таким образом, log ИПП 
означает, на сколько порядков происходит ингиби-
рование вируса; чем выше log ИПП, тем более эф-
фективно действует исследуемый препарат. 

Прежде всего, следует отметить, что наноком-
позиты обладают сайт-специфическим действием, 
т.е. «комплементарные» нанокомпозиты, несущие 
ODN, комплементарный вирусной РНК, проявляют 
существенно бóльшую активность по сравнению с 
«некомплементарными» нанокомпозитами, несу-
щими случайную последовательность SCR (рису-
нок). Разница составляет 1,5–2,0 порядка до облу-
чения, после облучения этот эффект выражен даже 
в большей степени. 

ODN* проявляет примерно на порядок бóль-
шую активность после облучения независимо от 
того, в составе какого нанокомпозита он доставлен 
в клетки (рисунок). Как и следовало ожидать, «ком-
плементарные» нанокомпозиты, не содержащие 
фотоактивируемую группу, не отличаются по своей 
активности до и после облучения. Противовирусная 
активность комплементарных ODN почти не зависит 
от наличия фотоактивируемой группы в составе на-
нокомпозита, если они не подвергаются облучению. 
Положение фотоактивируемой группы в нанокомпо-
зите (на остатке полилизина или в ODN) практиче-
ски не влияет на противовирусный эффект. 

Интересно отметить, что «некомплементарные» 
нанокомпозиты, несущие фотоактивируемую груп-
пу, менее активны после облучения (рисунок). Воз-
можно, этот эффект вызван автодеструкцией SCR 
при облучении в том случае, если он не находится во 
взаимодействии с комплементарной мишенью, что 
приводит к снижению противовирусной активности. 

Как и в случае, когда ODN находится в соста-
ве нанокомпозитов, не связанный с наночастицами 
ODN, доставленный в клетки с помощью липофек-
тамина (широко используемого трансфекционного 
агента), проявляет бόльшую активность после об-
лучения, если он содержит арилазидную группу,  
а активность немеченого ODN не зависит от об-
лучения (рисунок). Во всех случаях ODN в соста-
ве нанокомпозитов проявляет несколько бóльшую 

Противовирусная активность образцов нанокомпозитов на основе наночастиц TiO2, содержащих комплементарный 
(ODN) и некомплементарный (SCR) ON по отношению к вирусной РНК, а также содержащих или не содержащих фото-
активируемую арилазидную группу на остатке полилизина или ON (соответственно PL*, ODN*, SCR* и PL, ODN, SCR). 

Светлые столбики — до ультрафиолетового облучения культуры зараженных клеток с образцами, тёмные — после.  
lpf — липофектамин.

Antiviral activity of samples expressed as the logarithm of the virus production suppression index. TiO2-based nanocomposites 
contained complementary and non-complementary oligonucleotides to viral RNA (ODN and SCR, respectively); they 

contained the photoactive arylazide group on the polylysine residue or oligonucleotide (PL*, ODN*, or SCR*) or did not 
contain this group. 

The light and dark columns correspond to the results before and after UV irradiation of infected cell cultures with samples, respectively;  
lpf, lipofectamine.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

противовирусную активность по сравнению с тем, 
когда он доставлен в клетки в присутствии липо-
фектамина.

Заключение
Таким образом, созданы уникальные наноком-

позиты, состоящие из трех функциональных ком-
понентов: наночастиц TiO2, антисмыслового ODN 
и фотоактивируемой тетрафторарилазидогруппы, 
обеспечивающих, соответственно, проникновение 
в клетки, селективное взаимодействие с НК-ми-
шенями и фотомодификацию этих мишеней. Про-
демонстрирован значительный противовирусный 
сайт-специфический эффект предложенных нано-
композитов для воздействия на НК-мишени на при-
мере ингибирования репликации вируса гриппа А в 
клеточной системе. Показано, что нанокомпозиты, 
содержащие фотоактивируемую группу, более эф-
фективны по сравнению с немодифицированными 
аналогами. Полученные результаты свидетельству-
ют о перспективности использования предложен-
ных препаратов для воздействия на НК-мишени 
внутри клеток. 
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